第 29 卷 第 1 其 昆虫 学 报 - |. vol. 29, No. 1 
1986 年 2 H ACTA ENTOMOLOGICA SINICA - Feb., 1986 





蚊 幼虫 感染 苏 云 金 杆菌 以 色 列 变种 后 
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摘要 ”本文 用 电子 显微镜 ,蛋白 质 凝 胶 电 沪 和 看 白 水 解 酶 测定 的 方法 ,比较 研究 了 三 种 蚁 幼虫 在 感染 苏 
云 金 杆菌 以 色 列 变种 后 中 肠 组 织 的 病变 , 经 苏 云 金 杆菌 以 色 列 变种 处 理 10 分 钟 后 , 中 肠 细胞 的 细胞 器 即 县 
现 病变 ,最 明显 的 是 线粒体 呈现 极度 的 电子 致密 状态 ?细胞质 的 粗糙 内 质 网 也 开始 瓦解 , 处 理 16 小 时 后 , 细 
胞 核 膨胀 各 种 细胞 器 进一步 瓦解 ;而 围 食 腊 仍然 完好 。 此 时 细胞 的 盐 深 性 蛋白 含量 减少 ， 图 谱 上 明显 候 少 
一 条 蛋白 区 带 。 另 方面 , 感染 10 分 钟 后 , 中 肠 的 蛋白 水 淫 覆 活性 便 下 降 ,不 同 玉 条 的 酶 活性 相差 比较 大 ， 幼 
虫 中 脑 的 蛋白 水 解 酶 主要 为 嘴 蛋 白 酶 。 

根据 结果 分 析 ; 我 们 初步 认为 , 苏 云 金 杆菌 以 色 列 变种 ， AE Ci OS AL de PED IE AHO 
KREE We Seas LEP Pe o 

KH RBS ATA Wey RERE 


苏 云 金 杆菌 以 色 列 变种 Bacillus thuringiensis var. israelensis 是 Goldberg (1977) 从 
TDA RE ERI h 2 A 7 SEE E R A ER A EE RR A 1979 
年 我 国 从 美国 引进 该 菌 种 , 经 我 们 的 研究 证 明 , 该 菌 种 确实 对 多 种 六 幼虫 有 高 的 毒 杀 力 ， 
它 专 一 性 强 ,是 目前 一 种 较 好 的 微生物 灭 蚊 剂 。 为 于 有 效 地 发挥 典 防治 效 采 提供 依据 ， 我 
们 进行 了 苏 SEITE USERS i SUR TE ESET Eo . 


“材料 与 方法 


试验 蚊 种 有 白 纹 伊 蚊 Aedes albopitus Skuse WEIER] IX Armigeres s subalbatus(Coquillett) 
RZE Culex fatigans Wiedmann 三 种 ， oh RAE Sei 22—28°C FAR TAK TR Pa MPR Ya Ee 
95% ae. 3% 酵母 粉 和 2% 猪 肝 粉 混合 的 饲料 。 | 
云 金 杆菌 以 色 列 变 种 〈 简 称 B. 1. i) 的 处 理 试验 是 称 取 菌 粉 (42 一 97 亿 和 孢子 / 克 ) 
me ippm 浓度 的 菌 液 ， 每 400 EA ERARA 30—50 k, BF 26—28°C 恒温 
箱 ,经 不 同时 间 取 出 幼虫 进行 试验 : C1) 电镜 的 观察 一 一 解 前 蚁 4 从 期 幼虫 的 中 肠 组 织 ， 
用 2.5% ROBE 3 小 时 , 用 1% 铁 酸 作 后 固定 1 小 时 , 组 织 经 系列 乙醇 脱水 , 在 脱水 
过 程 中 用 0.5% 醋酸 铀 块 染 ，, 之 后 用 PDAP (ALT ARO RARE PROT) 包 
埋 ， 用 LKB 8800 型 切片 机 作 超 菏 切 片 , 再 以 术 模 酸 铅 复 染 , 最 后 在 日 立 HU-12A Ei 
观察 ; (2) 蛋白 质 的 电泳 一 每 一 样品 约 含 200 一 300 3k 4 龄 期 幼虫 的 中 肠 组 织 (去 除 国 
食 膜 及 内 含 物 ), 加 入 0.5 SEF RRA MH (H 7.0) R, AT 4°C 冰箱 中 抽 提 过 夜 , 次 


he eo a Eee 


ACF 1984 年 3 月 收 到 。 
* 中 国 科学 院 科学 基金 资助 课题 。 文 芳 承 消 涩 龙 、 利 滁 英 救 授 审 阅 ; 胡 严 传 同志 将 助 绘图 及 洛 印 腿 片 ;一 并 致谢 。 
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HARE 4°C 以 4,000 转 /分 离心 30 分 钟 。 抽 提 小 在 7.5% FRA Mi Mle Bele HE iT E E 
圆 盘 电泳 ， 每 管 样品 50 一 100 St, HIKES RE he I (pH 8.3) 和 在 
150 一 400V 电压 下 进行 约 1.5 小 时 电泳 后 以 1 多 芳 马 斯 亮 蓝 或 按 糖 蛋 日 染色 法 染色 , id 
录 蛋 白 区 带 迁 距 , 电 泳 图 谱 以 波长 550nm 扫描 ; (3) 蛋白酶 活性 的 测定 一 一 按 不 同 天 数 
aN 4 苓 期 幼 曰 的 中 肠 ( 包 括 图 食 膜 内 含 物 ), 每 样品 为 1 头 纺 虫 中 肠 , 全 部 放置 一 18°C 
冰冻 保存 待 测 , 试 验 时 用 1.5 x 15 厘米 的 试管 , FER 10 毫克 和 蛋 百 酶 的 底 物 一 一 天 青皮 
粉 (Hide powder azure)， 加 入 4.5 毫升 磷酸 缓冲 滚 (pH7.8)， 每 头 幼 虫 的 中 肠 以 0.5 2 
升 同 样 的 缓冲 液 义 净 然后 将 其 倾 信 上述 已 放 有 底 物 的 试管 中 ,在 37sc 水 咨 中 保温 半 小 
时 ,每 隔 5 分 钟 搅拌 一 次 , 保 齐 结束 这 即将 试管 移 人 冰 水 以 终止 反应 。 对 照 空白 管 在 保 
BO BAM. SSR RALIBS.ZE 721 MOSSE, DIRK 595nm 测定 , Tak 
SERRE BARS RS Ar PR RS AK E illo 


a AY 


(一 ) hi EE Santee A He AS TS SE E 

= pnine E ha E RZ STE Pe A A AT SZ RAS ABS, FTA 
电 , 王 透 明 状 ,有 的 星 电 子 致密 状 , 大 小 也 不 一 样 , (VE UI SE SA Ss See (图 版 I; 
Do ERTER IRERE A A ee RE RPT PETE BE AM AT UC PETZ Te 2), eh 
URE B. te Tee 00 ere, E A e PAEA P E a a BE S o p HTT 
ITERAR LY DE > AM Pe A Ran 9 eee AE LE PS TAS AR ae RAL Mp Ma PA ae EN ERE 
IR, (TERRY! Mp a AI Ts 3) EERE WPIA SS] a A a A 
ALTERS BETE oH D MPR IT We EE E o HERA B. 2i. TAW 16 小 时 
Hohi E Be am ey ee RE: GME WRES RR ER (E TT: 5), RN 
EARRA A OR FS CES TT: 60 BY oe BAR BA Ne EM gS CSR 
7)。 下 时 ,其 他 细胞 右 也 进一步 瓦解 ,细胞 质 审 出现 大 的 空间 , 然而 , 图 福 腊 却 仍然 完 
好 (图 版 I: 8)。 

C=) 中 肠 肠 壁 细胞 蛋白 质 电 泳 图 谱 的 迹 化 

骚扰 阿 疏 正常 4 龄 期 幼虫 中 肠 肠 壁 细 胞 的 盐 深 性 蛋白 质 ， 电 污 结 果 显 示 十 多 条 蛋白 
质 区 带 , 其 中 三 条 区 带 为 糖 蛋白 性 质 ,它们 的 含量 较 多 OF RR) RAR. RE 
B. ti. 菌 液 1 小 时 内 , 肠 辟 细胞 的 蛋白 质 电 泳 图 谱 变 化 不 大 。 当 幼虫 取 食 B. z. i. HR 
16 小 时 后 , 肠 壁 细胞 的 蛋白 质 电泳 图 谱 才 出 现 较 明显 的 变化 ,主要 是 其 中 一 条 区 带 缺 如 ， 
其 余 区 带 谷 芋 也 有 贤 城 少 , 而 三 亲 糖 蛋 髓 带 基 本 上 没有 变化 (网 1)。 

(=) pio ANE ERI AE 

Ia UC Bi ae BS EMC +B OTH RAIH A AE E DEALE I 4 
We 0 2h IE s TEE ATE HESS 3 天 时 有 一 高 峰 , ES OS 4 IR, A BELLS 
SERS URE Bal ise 4 UR oh oe ae TE ES EY SE CIN 2). 经 取 食 B. 1. i W 
WA. Pak oh ER Sr A BG EE AS SB NY Md, Tig ELT Aa ie, FETA ee Bs 
FRAO ERG BA ie Se SUSE MG SE CIR 3) 0 RREN AAS AGS RI, 80% 以 上 的 蛋白 
Bgy TE AEREE INA TAN Peh SP ie Ed a SS ee J BE CES] 4) 0 
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”图 1 FRR 4 Se 图 2 “正常 骚扰 阿 疏 和 致 乏 库 收 4 龄 期 幼虫 
款 溶 性 蛋白 质 的 电泳 扫描 图 谱 中 肠 蛋 白 酶 的 不 同 活性 比较 。 


A 为 正常 , B 为 处 理 。 
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图 4 ERERHNEIJI Soh gZ E E BT ae gh i Be EF 


讨论 

关于 B. 1. 对 蚊 幼 虫 的 作用 机 悍 方 面 , 肌 前 国 内 外 研究 的 文献 资料 不 多 ， 我 们 只 看 
到 Barjac (1978c) 对 埃及 伊 蚊 幼虫 病变 的 组 织 学 观察 。 看 来 Bi. i, 对 蚁 幼虫 的 作用 
方式 和 其 他 苏 云 父 杆 阔 对 基 些 鳞 庚 有 昌 幼 虫 的 作用 类 似 、， 

苏 云 金 杆 消 对 鳞 翅 目 幼 虫 的 作用 方式 可 分 为 两 种 类 型 ,一 种 是 幼虫 取 食 杆菌 几 小 时 
后 ,中 胸 候 失去 正常 功能 , 胸 道 环 肌 全 部 松弛 ,上 皮 细 胞 自 莽 腊 脱 离 , 碱 性 肠 液 浴 入 到 血 淋 
MUA SHELA pH tea, Mii See oer, XRRR M I Wa 兄 一 可 情况 
Foy CT Be APTI 9 PELE YD EE ALLE AD ee a ETP eg HEA tm yea Bg A, 
(ATES E IE PE Eg AIRS Us A Se E sh E ERRE eee E I N, RANTE 
要 2 一 4 EE TOE KARRAR FTL, MRNA B. r. 
i. 后 中 每 很 快 , 处 理 20 分 钟 后 便 陆 续 出 现 死亡 ,24 R AETR 90% 以 上 RTA 
解 观 察 ,在 体腔 内 没有 发 现 菌 体 , 中 肠 组 织 和 脂肪 体 组 织 却 完全 瓦解 ,但 转 食 腊 完 整 ,因此 
‘KT IB. | 

BARRE oN RATES BI PIE, Cooksey 3(1969) EB, 内 
fo 3a CE OE Se CE RA TAERE T A a BS PO ST OBB 
Lithy (1973) 则 认为 是 由 于 上 皮 细 胞 的 自动 坏死 。 Paul (1974) 却 指 出 , 鳞 翅 目 幼虫 在 
取 食 杆菌 后 1 一 2 分 钟 内 ， 在 血 淋 巴 中 便 发 现 有 匡 - 亮 氮 酸 的 内 霉 率 蛋 日 碎片 。 Fast 等 
(1971) 发 现 , 家 乍 幼虫 在 取 食 杆菌 后 1 分 钟 , 葡萄 糖 便 大 量 人 注 中 肠 上 应 细胞 ,10 oh 
后 又 停止 人 注 , 这 种 在 肠 道 组 织 破 坏 之 前 出 现 的 葡 欧 糖 人 注 说明 以 上 所 观察 到 的 生理 和 
组 织 变 化 只 是 次 效应 。 Travers 等 (1976) 用 检 压 法 和 比 色 法 测定 丁 苏 云 金 杆 冰 8- 内 于 素 
对 家 重 中 肠 细 胞 离 体 线粒体 的 效应 进一步 表明 , 毒 肽 对 线粒体 有 刺激 氢 吸 收 和 抑制 ATP 
产生 的 作用 ,他 认为 毒 肽 和 氧化 磷酸 化 的 解 偶 联 剂 的 作用 相 做 , 当 考 索 使 领 的 吸收 增加 而 
ATP 的 产 中 下降 时 ,在 这 不 能 保持 电子 传递 的 系统 中 俩 产生 而 的 还 原 势 ， 这 时 葡 兢 糖 界 
化 过 程 的 希 要 ,促使 中 肠 细 胞 大 旦 吸收 葡萄糖 ， 而 由 于 氧化 磷 酸化 的 解 侦 联 :又 引起 需要 
ATP 作为 能 源 的 中 脑 细胞 停止 吸收 葡萄糖 ,此 时 ,细胞 的 能 是 水 平 迅 速 下 降 ,细胞 的 渗透 
压 调 节 随 即 失 去 控制 , 血 淋 巴 中 K 和 其 他 离子 的 浓度 增高 , 终 使 细胞 脱 胀 并 完全 瓦解 。 

我 们 从 电 镁 观察 到 蚁 幼虫 取 食 B. z i. WRA 10 分钟, 中 肠 上 皮 细 胞 内 线粒体 便 出 
现形 态 蜡 党 ,推测 其 作用 方式 可 能 与 上 述 类 似 ,一 般 的 组 化 磷酸 化 解 偶 联 麟 如 二 温 沫 酚 和 
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-FUR (SRA RA, MERREM Do Fast (1970) 曾 
证 实 > HELLAS Zh Zs Se FT -HER 与 细胞 色素 C 结 合 ， 导致 氧化 型 底 物 的 还 原 。 Ha- 
ckenbrack (1966) 的 报告 指出 ,代谢 稳定 期 ,线粒体 功能 的 变化 伴随 超 微 结构 的 可 逆 改 变 ， 
当 将 ADP 加 入 到 缺乏 磷酸 受 体系 统 ( 即 当 4 期 向 3 期 过 渡 ) 的 线粒体 时 ,线粒体 的 形态 
即 出 现 改变 ,4 期 的 线粒体 为 平时 所 见 的 “一 般 ”* 形 状 , 转 人 3 期 的 线粒体 其 基质 的 电子 密 
度 增 加 为 “致密 状 ,致密 状 的 线粒体 是 处 于 低能 量 时 期 的 线粒体 ,表明 在 紧密 偶 联 的 线 粒 
体 中 ,其 代谢 活动 是 连 系 着 形态 变化 的 结合 我 们 所 观察 到 的 结果 ,可 以 推测 , 收 幼 虫 取 食 
Bi i 菌 液 后 ,晶体 经 碱 性 肠 小 作用 分 解 出 毒 肽 , 小 分 子 量 的 毒 肽 穿 过 围 食 膜 被 上 皮 细 
” 胞 吸收 ,与 线 粒 内 晴 呼吸 链 上 的 某 些 成 分 紧密 结合 ,从 而 破坏 呼吸 链 氧 化 磷 上 酸化 的 正常 功 
能 ,由 于 细胞 的 能 量 代谢 受到 换 制 ,随即 影响 到 整个 细胞 的 基础 代谢 ， 特 别 是 细胞 质 粗糙 
内 质 网 的 瓦解 ,从 我 们 的 蛋白 质 电 泳 结果 可 以 看 出 ，3. zi 处 理 16 JNA oh oa th 
细胞 的 蛋白 质 含量 减少 ;有 一 蛋白 带 缺 如 ,说 明细 胞 合成 蛋白 质 的 功能 受到 了 损害 。 
Cooksey (1968) 认为 ， 完 整 的 苏 云 金 杆 菌 晶体 无 毒性 ， 它 的 作用 与 昆虫 肠 道 的 碱 性 
pH 和 蛋白 酶 有 密切 关系 ， 最 体 在 肠 道中 被 蛋白 酶 水 解释 放出 具有 毒性 的 碎片 。 沙 楼 去 
等 (1982) 也 证 实 昆虫 肠 道 的 蛋白 酶 对 多 种 苏 云 金 杆 菌 晶 体 有 消化 作用 。 但 是 , 歇 体 在 肠 
道 消化 的 过 程 中 ,对 蛋白 酶 活性 有 何 影响 , 则 未 见 有 报道 , 我 们 测定 了 经 B. 上 i 处 理 之 


后 10 分 钟 和 1 小 时 的 蚁 幼虫 中 肠 的 蛋白 酶 活性 ， 发 现 酶 活性 有 下 降 现象 ， 而 且 时 间 傅 长 7 


下 降 愈 明 显 ; RIDH, B t i BEERA RAER BEREE, 可 能 主要 是 碱 性 pH 
肠 液 的 溶 垦 作用 ,这 会 使 肠 道 的 pH 发 生 改 变 ， 从 而 影响 蛋 已 酶 的 活性 ， 加 上 幼虫 拒食 后 
饥饿 的 影响 ,将 共 同 促使 中 肠 蛋 白 酶 活性 的 明显 下 降 。 | 

因此 ， 根 据 研究 结果 和 讨论 分 析 ， 我 们 初步 认为 ， B. i WBA RE 
B. t. i. AB OSES Be RA FP HH EE, DA AT | 


幼虫 的 死亡 6 | 
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A PATHOLOGICAL STUDY ON MOSQUITO LARVAE TREATED 
WITH BACILLUS THURINGIENSIS VAR. ISRAELE NSIS 


Wu TSIU-YAN 
(Institute of Entomology, Zhong-shan University) 


This paper deals with the pathological changes of the larvae of Aedes albopictus 
Skuse, Armigeres subalbatus Walker and Culex fatigens Wiedemann treated with 
Bacillus thuringiensis var. israclensis (B. t.4.). It was observed that at ten minutes 
after the larvae were treated with B. t. t. pathological changes began to appear in the 
midguts. Observation under electron microscope showed that the mitochondria of the 
midgut epithelial cells became ‘‘condensed’’, with the imtracristal spaces irregularly en- 
larged and the matrix highly electron dense. Most of the endoplasmic reticula lost ri- 
bosomes and their boundary lines baeame blurred. At 16 hours after the treat- 
ment the nuclei of the epithelial eells swelled and vacuoles appeared im the sytoplasm. 
However, the peritrophic membrane at this stage stil] remained intact. Rioehemical ana- 
lysis with Ar. subalbatus showed that the saline soluble proteins of the mident decreased 
in amount and one of the protein hands in the cloetrophoregram was Jost Tt was alko 
revealed that im the larvae at ten minttes after being troctod with B. 67. the proteinase 
achivity of the midgut deeiline although the proteinase activities were different in the 
different mosquito species and mainly trypsin-like. 

The results of this work indicate that the toxin (toxins) of B. t. i. affects the energy 
metabolism and proteinase activity of the midgut epithelial cells of the mosquito larvae. 
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处 理 10 分 钟 后 ,骚扰 阿 蚁 幼虫 中 肠 上 皮 细 胞 的 极度 致密 状 线 粒 体 。100,000X 
处 理 10 分 钟 后 ;骚扰 阿 蚁 幼虫 中 肠 上 皮 细 胞 被 瓦解 的 粗糙 内 质 欧 。100,000x 


REME: 蚁 幼虫 感 染 苏 云 金 杆菌 以 色 列 变种 后 病理 的 研究 图 版 H 





5 处 理 16 小 时 后 , 白 纹 伊 驶 幼虫 中 肠 上 皮 组 胞 的 极 展 致密 状 线粒体 和 和 被 破坏 的 线粒体 。40,000xX 
6 处 理 16 小 时 后 , 致 乏 库 蚊 幼 虫 中 肠 上 皮 细 胞 断裂 了 的 粗粮 内 质 网 。40,000x 

7 处 理 16 小 时 后 , 白 纹 伊 蚊 幼 虫 中 肠 .上 皮 细 胞 的 脱 胀 了 的 细胞 核 。35 ,000x 

8 处 理 16 小 时 后 白 纹 伊 蚊 幼虫 中 肠 上 皮 的 微 绒毛 萎缩 向 围 食 膜 (P) 完 正 。20,000x 


